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 چکیده
 و غيره( و استخوان مغز ،پانکراس روده، رحم، سينه، )پوست، سرطان ضد هایمتابوليت مهمترین از یکی بتولينيک اسيد و بتولين    

 نمودن جایگزین ،ایران در درختان این بودن انقراض حال در به توجه با است. توس درخت آن تهيه اوليه منبع که باشندمی ایدز ضد

 نوع ثيرأت ميزان تعيين مطالعه این انجام از هدف باشد.می ضروری امری پوست از استخراج جایب بافت و سلول کشت نوین هایروش

 با مقایسه در B. litwinowii و Betula pendula گونه دو یهاکالوس در شده توليد اسيد بتولينيک و بتولين مقدار بر ریزنمونه

 WPM پایه کشت محيط در کالزایی هدف با مذکور هایگونه پوست و برگ ریزنمونه .است بوده طبيعت از شده گرفته هاینمونه

 با ماهه سه یهاکالوس بتولينيک اسيد و بتولين ميزان .ندشد کشت D-2,4 ليتر برگرم ميلی 1/0 و BAP ليتر برگرم ميلی 1 حاوی

 مقایسه طبيعت( از شده گرفته های)نمونه گونه دو یمترسانتی یک یهاساقه در موجود ميزان با و ارزیابی HPLC تکنيک از استفاده

 القاء آن در نيز بيشتری مؤثره ماده ميزان حال عين در و نمود عمل کالزایی در برگ ریزنمونه از ترموفق مراتببه پوست ریزنمونه شد.

  و درصد 909/2 و 227/5 ترتيببه B. pendula طبيعی پوست عصاره از استخراجی بتولينيک اسيد و بتولين ميزان شد.

B. litwinowii پوست از حاصل یهاکالوس همچنين بود. درصد 519/2 و 649/5 ترتيببه B. pendula و B. litwinowi ترتيببه 

  هر در پوست ریزنمونه کلی طوربه بودند. تولينيکب اسيد درصد 057/0 و 0525/0 و بتولين درصد 016/0 و 0226/0 دارای

 .شد In vitro شرایط در برگی ریزنمونه به نسبت همؤثر ماده بيشتری مقدار ءالقا باعث توس، گونه دو

 

 .کالزایی پوست، ریزنمونه توس، بتولينيک، اسيد بتولين، کلیدی: هایواژه
 

 مقدمه
 گياهوان ازجملوه Betulaceae خوانواده از تووس جنس
 و شومالی نيمکوره در کوه شودمحسوب می ارزشمند دارویی

et Demirci ) است پراکنده آسيا شمالی قسمت تا اروپا شرق

2004 .,al). بورای  کشوورها برخی در توس پوست قدیم از
 پوسووتی، هووایناراحتی ماننوود مختلوو  هووایبيماری درمووان
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al et Raal., ) شوودمی اسووتفاده درد کوواهش و روماتيسووم

 متفواوت ثانویوه هوایمتابوليت حاوی توس پوست .(2010
 هووا،فنولپلی ها،هيوودروکربن فلاونوئيوودها، هووا،ترپنهماننوود 
 (.al et Abyshev., 2007) اسوت بوده استروئيدها و هاتانن
 بوورای اسوويد بتولينيووک و بتووولين اوليووه هووایآزمایش در

et Pisha ) بوود گرفته قرار بررسی مورد خاصی تومورهای

1995 .,al )هواایون ترکيب که داده نشان اخير تحقيقات ولی 
 هاسورطان از وسويعی طيو  برابور در سورطانی ضد فعاليت
al et Aguirre,. ) ضدافسوردگی توموور، ضود اثور د.نودار

 مالاریوا، ضود ،HIV (2006 ,.al et Huang) ضود ،(2006
et masaFal ) خوون قنود و چربی کنندهکم کبد، از محافظت

2011 ,.al) مواده دو ایون بيولووییکی هوایفعاليت دیگر از 
 بوه اسيد اولئانوليک و اسيد بتولينيک بتولين، باشد.می مؤثره
 صوورتبه نودتوانمی هسوتند طبيعوی وردهآفور اینکوه علت
 هایسلول رشد از نرمال، هایسلول يتسمّ کاهش با انتخابی
 داروهوای عنوانبه ندتوانمی مواد این بنابراین .بکاهند تومور
 بتوولين شوند. داده توسعه وسيع کلينيکی کاربردهای با جدید
 (NCI) المللیبين سرطان مرکز در درمان برای معمول رطوبه

 علاوهبوه .(al et Yin,. 2013) گيوردمی قورار استفاده مورد
 فواز در آميزیموفقيوت صوورتبه اسويد بتولينيوک ازاینکه 

IIb ( and Infections مرکووووووز داروهووووووای

Branch Immunoepidemiology) ایوودز درمووان بوورای 
 بوا وجوود قابليوت .(al et Smith,. 2007) گرددمی استفاده
 بسيار طبيعی گياهان در آن توليد ميزان اسيد بتولينيک بالای
 اگرچوه باشود،می آن سوازیتجاری برای مانعی که است کم

 اسويد بتولينيوک توليود برای مهمی منبع توس جنس پوست
 وسويع سوط  در که نيست ایاندازهبه توليد هم باز ولی است
al et Jäger,. ) باشود داشوته وجوود بوازار به عرضه امکان

 ،شوودمی تبودیل اسويد بتولينيک به راحتیبه بتولين .(9200
 آلوودگی کوم، بسويار فرایند این از آمدهبدست محصول ولی
et Kim ) داشت خواهد همراه به را توليد بالای هزینه و زیاد

1997 .,al). بوا اسويد بتولينيوک بوه بتوولين تبودیل امکوان 
et Liu ) تاس کم بسيار زیستی و شيميایی مختل  هایروش

2011 .,al). و بافوت کشوت ثانویوه، هایمتابوليت مهندسی 

 بتولينيوک و بتوولين توليود در دخيل هایین بررسی سلول،
 و مهم بسيار هایمتابوليت توليد افزایش راهکارهای از اسيد
 در کمتور درصود بوا مواده دو ایونوجوود  باشد.می کارآمد
Ebenaceae ( Diospyros خوانواده ماننود دیگری درختان

ssp.) و Rhamnaceae (ssp. Ziziphus) شووده يوودأیت نيووز 
 بوودن دارا لحوا  از توس جنس مختل  یهاگونه اما است
 اگرچوه هسوتند. تورغنی بسيار گياهان سایر به نسبت بتولين
 اموا باشود،می مشوابه تووس یهاگونوه شيميایی هایترکيب
 کوه دارد وجوود آن مختل  یهاگونه در بسياری هایتفاوت
 و اقليمهمانند  محيطی عوامل و درخت سن از متأثر دتوانمی
 احتمالاً ترتيب این به ،(al et Laitinen,. 2004) باشد خاک
 ایوران در تووس موجوود یهاگونه در هامتابوليت این ميزان
 دو باشود.می کشوورها سوایر در مشابه یهاگونه از متفاوت
 بسيار زیستگاه ایران در .pendula B و .litwinowii B گونه
 انقوراض خطور معورض در و دارند کمی زادآوری و محدود
 استخراج آن تبعبه و قطع و برداشت دليل همين به باشند؛می
 فردمنحصوربه دارویوی خواص نيست. ممکن آنها مؤثره ماده

 ایون توليود سمت به محققان است شده باعث آن در موجود
 کننود. پيودا گورایش ایشيشوه درون شرایط در هامتابوليت
 بوا ،ایشيشوه درون شرایط در توس جنس هایسلول کشت
 در اسيد بتولينيک و بتولين ویژهبه ترپنوئيدهاتری توليد هدف
 زوایوای بوه و انجوام مختلفوی نامحقق طتوس اخير دهه یک

et Fan ؛ al et Fan,. 2010) تاسو شده پرداختهآن  مختل 

2013 ,al. ؛a2016 .,al et hajati Jafari ؛ et hajati Jafari

b2016 .,al). از بورگ، ریزنمونوه بور علاوه پژوهش این در 
 بورای اسوت بتولين از سرشار طبيعت در که پوست ریزنمونه
 در ریزنمونوه ایون از استفاده است. شده استفاده زاییکالوس
 خوارجی بافتزیرا  ؛شودمی انجام بندرت بسيار بافت کشت
 نيوز زیورین زنوده هوایبخش کردن جدا و بوده مرده پوست
 دهیکوالوس عمومواً حال عين در ،است پذیرامکان یسختبه
 کموی منوابع بنوابراین ،شودانجام نمی هابافت سایر راحتیبه
 زایوویجنين بوورای ریزنمونووه ایوون از .هسووتند دسووترسقابل

hippocastanum Aesculus  در کالوس توليد و سوماتيکی

L. اسوکيولين موؤثره مواده دووجود  و استفاده (esculin) و 
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 استشده گزارش آن یهاکالوس در (esculetin) اسکيوليتين
(1996 .,al et Gastaldo). در پوسوت ریزنمونوه از استفاده 

 کوالزایی هودف بوا نيوز Crantz esculenta Manihot گونه
 ریزنمونوه بوه نسوبت کمتوری موفقيت که است شده گزارش
 همکواران و Zeping .(al et Fletcher,. 2011) داشت برگ
 و بورگ ریزنمونوه دو کنوار در پوسوت ریزنمونه از (2015)

 کوالوس القواء در شوودمی اسوتفاده معموول طوربه که ساقه
euphratica Populus آنووان  نتووای  نمودنوود. اسووتفاده

 در %50 مقابول در ساقه ریزنمونه %100 موفقيت دهندهنشان
 در دهیکوالوس شوروع زموان ضومناً .بوود پوست ریزنمونه
 ميزان و دیرتر دیگر، هایریزنمونه به نسبت پوست ریزنمونه
 .(al et Zeping,. 2015) بود کمتر نيز آن رشد

 در زایی()کالوس کالوس ایجاد تحقيق این انجام از هدف
 دو ساقه پوست و برگ هایریزنمونه با WPM کشت محيط
 بتوولين ميزان مقایسه و .litwinowii B و .pendula B گونه
 هایعرصوه در گونوه دو پوست در موجود اسيد بتولينيک و

 درون شورایط درهوا کالوس در شوده توليود ميزان با طبيعی
 است. بوده ایشيشه
 

 هاروش و مواد

 بردارینمونه

 دو از تصوادفی صوورتبه بورگ و پوست هایریزنمونه
 رویشگاه دو از ترتيببه .litwinowii B و .pendula B گونه
 تهيوه مازنودران اسوتان سنگده و گلستان استان کوه مرزسياه
 به پراکنده صورتبه .pendula B رویشگاه دو این در شدند.
 هموراه .litwinowii B گونوه و کچو  غالوب گونوه هموراه
 (،L petraea Quercus) کرموازوهماننود  درختی یهاگونه
Acer ) کرکو  (،Fisch. macranthera Quercus) اوری

L. platanoides،) تل (Fisch. hyrcanum Acer) تويس و 
(Poir. aucuparia Sorbus) شووووودمی مشوووواهده 
(2012 Kordalivand,). بووه مربووو  یهوواآزمونشيپ در 

 همينبوه و نبودند موفق مسن یهاساقه و تنه پوست کالزایی
 گردید. استفادهمتر سانتی یک قطر با جوان یهاساقه از دليل

 هانمونه سازیسترون مراحل

خويس  شووینده، موایع با شستشو از پس استریل مراحل
 کلریودبعود  و بنوميول کشقارچ l/gr4-1 در ساعتهکیکردن 
 بوا بوار سه هانمونه است. بوده دقيقه 7 مدت به %1/0 جيوه
 شدند. آبکشی دقيقه( 5 مرتبه )هر استریل مقطرآب
 

 هانمونه کشت

 پوسوت و بورشمتر سوانتی یوک طول به پوست قطعات
vascular ) درونوی پوست سبز بخش از فقط و جدا بيرونی

cambium) کوالوس کشوتبورای  بورگ ریزنمونه همراه به 
 حواوی WPM کشوت محويط در هاریزنمونوه شود. استفاده
 )غلظت D-2,4 و ليتر( برگرم ميلی 1 )غلظت BAP هورمون

 ریزنمونوه 10 حوداقل بوا تکرار 3 در ليتر( برگرم ميلی 1/0
 درجووه 24 دمووایی شوورایط در هانمونووه شوودند. داده کشووت
 (تاریکی و روشنایی) ساعت 16-8 نوری دوره و گرادسانتی
 بازکشت باریک هفته چهار هر و گرفتند قرار رشد اتاقک در

 .نمودنود کوالزایی به عوشر هفته دو از بعد هانمونه .گردیدند
 ارزیوابی مورد همؤثر ماده ميزان نظر از ماهه سه یهاکالوس
 گرفتند. قرار
 

 یهاکالوس و طبیعی پوست هاینمونه مؤثره ماده ارزیابی

 شده تولید

 ومتر سوانتی یک قطر با طبيعی ساقه پوست و برگ قطعات
 درجووه 50 دمووای بووا آون در ماههسووه یهوواکالوس همينطووور

 HPLC مخصووص %95 اتانول با ترتيببه و خشک گرادیسانت
 شودند. مخلوو  (ليتورميلی 001) HPLC مخصووص متانول و

 دسوتگاه در دقيقوه 6 حاصول یکنواخوت و غلوي  یهاعصاره
 دور بووابعوود  و شوويکر روی بوور سوواعت 24بعوود  و اولتراسوووند

rpm3500 جداسوازی برای شدند. سانتریفيوی دقيقه 5 مدت به 
 حولال تبخيور برای شدند. داده عبور صافی از هانمونه ،مایع فاز
 توريلکرويم 20 گرفوت. قرار روتاری دستگاه در هانمونه ،اتانول
 دسوتگاه بوه ميکرومتور( 2/0) فيلتور از پس سوپرناتانت فاز از
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HPLC هيتاچی( 2450 سری-L، )آنواليز در شود. تزریوق یاپن 
HPLC 18 ستون از-C (6/4 × 250 متورميلی،) متحورک فواز 

 اشوعه مترونوان 012 موجطول (16:84) دیونایز آب-استونيتریل
UV دقيقوه در متورميلی یوک جریان سرعت است. شدهاستفاده 
 اسوتاندارد پایوه محلوول از حاصل هایپيک با مقایسات و بوده
Louis, St. Aldrich,-Sigma ) اسيد بتولينيک و بتولين خالص

MO) اسووت. بووده مختلوو  دوزهوای در متووانول بوا شودهحل 
 گذشوت از پوس اسويد بتولينيوک و بتولين به مربو  هایپيک
 نمونوه هور به مربو  پيک تشخيص شدند. ظاهر دقيقه 25-20
 شودن ظواهر بوازداری زمان مقایسه با حاصل، کروماتوگرام در
 بوا شودهتزریق )استاندارد( خالص بتولينيک اسيد و بتولين پيک
 تزریقوی هایعصواره از حاصل هایپيک و مختل  هایغلظت
 گيریانودازه بوا ها،نمونه از یک هر مؤثره ماده ميزان .شد انجام

 قورار بوا و شد تعيين نظر مورد زمان در مربوطه پيک زیر سط 
 کاليبراسويون، منحنوی از آمدهبدسوت رابطوه در سط  این دادن
 هاعصواره در بتولينيوک اسويد و بتوولين ليتورميلی برگرم ميلی
 شد. زده تخمين
 
 هاداده وتحلیلتجزیه و آماری روش

t independent- آزمایش از کالزایی وتحليلتجزیه در

test از استفاده با تکرار هر در ریزنمونه 10 و تکرار 3 با 
 زیر سط  تعيين و آناليزبرای  شد. استفاده SPSS افزارنرم
 IZCO افوزارنرم از اسيد، بتولينيک و بتولين منحنی پيک
 ترسويم کاليبراسويون منحنوی و شد استفاده کروم( زد )ای

 گردید.

 

 ریزنمونه یهاکالوس خشک وزن و تر وزن ،کالوس القاء فراوانی از حاصل واریانس تجزیه -1 جدول

 B. litwinowii و B. pendula یهاگونه پوست و برگ 

 داریمعنی سطح اختلافات اشتباه اختلافات میانگین آزادی درجه وابسته متغیرهای تغییرات منبع

 هاگونه

 163/0 356/2 333/65 1 کالوس القاء فراوانی

 607/0 286/0 285/614 1 کالوس تر وزن

 270/0 402/1 836/17 1 کالوس خشک وزن

 اکسپلنت

 000/0 213/140 00/3888 1 کالوس القاء فراوانی

 288/0 298/1 354/2785 1 کالوس تر وزن

 001/0 896/29 250/380 1 کالوس خشک وزن

 اکسپلنت × گونه

 635/0 243/0 750/6 1 کالوس القاء فراوانی

 009/0 956/11 380/25652 1 کالوس تر وزن

 276/0 368/1 400/17 1 کالوس خشک وزن

 خطا

   729/27 8 کالوس القاء فراوانی

   634/2145 8 کالوس تر وزن

   719/12 8 کالوس خشک وزن

 کل

    12 کالوس القاء فراوانی

    12 کالوس تر وزن

    12 کالوس خشک وزن
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 نتایج
 و تور وزن ،کوالوس القواء فراوانی واریانس تجزیه نتای 
  مختلو گونوه دو پوسوت و برگ هایریزنمونه خشک وزن

pendula B. و litwinowii B. کشوت محيط در WPM در 
 فراوانوی نظر از توس گونه دو بين است. شده ارائه 1 جدول
 دارمعنوی اخوتلافهوا کالوس خشک و تر وزن ،کالوس القاء
 ميوزان در بررسوی مورد هایریزنمونه بين اما نداشت. وجود
 داریمعنو اخوتلاف کالوس خشک وزن طور همين و کالزایی
 بوا پوسوتی ریزنمونوه ترتيوب این به شد. دیده %1 سط  در
 وزنگورم ميلی 577/38 و کوالوس القاء فراوانی 417/83%

 بواترتيب بوه برگ ریزنمونه به نسبت برتری ریزنمونه خشک
 بورعلاوه .(2 )جودول بوودگرم ميلی 788/13 و 410/47%
 ایون به مربو  هایکشت شدن ایقهوه و آلودگی درصد این،

 .litwinowii B و  .pendulaB گونوه دو هور در ریزنمونوه،
  (.1 )شکل بود کم بسيار

 های مختلوو  توووساثوور متقابوول بووين گونووهدر ارزیووابی 
(B. pendula  وB. litwinowiiبا ریزنمونوه )  های مختلو

داری ها رابطه معنی)برگ و پوست( فقط در وزن تر کالوس
آورده  3که نتای  مقایسات مربوطه در جدول  وجود داشت
 شده است.

 

 پوست و برگ هایریزنمونه تأثیر تحت آن خشک وزن و کالوس القاء فراوانی میانگین مقایسه نتایج -2 جدول

 اکسپلنت
  کالوس القاء فراوانی

)%( 

  کالوس خشک وزن

 (لیترمیلی در گرم)

 577/38 417/83 پوست

 788/13 410/47 برگ

 

 مطالعه مورد یهاگونه پوست و برگ هایریزنمونه کالوس تر وزن متقابل اثر -3 جدول

 (لیترمیلی در گرم) تر وزن اکسپلنت گونه

B. pendula 22/235 برگ  c 

B. pendula پوست a 161/358 

B. litwinowii برگ a 342 

B. litwinowii پوست b 280 

 

a b 
 B. pendula گونه پوست هایریزنمونه زاییکالوس :B. litwinowii، b گونه پوست هایریزنمونه زاییکالوس :a -1 شکل
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 منحنی از y=5853.7-23946 فرمول آناليز، براساس
 منحنی از y=1502.9+3445.7 فرمول و بتولين کاليبراسيون

  (.2 )شکل شد حاصل يکبتولين اسيد کاليبراسيون

 

 
 بتولینیک اسید :b ،بتولین :a ؛کالیبراسیون منحنی -2 شکل

 

  B. litwinowii و B. pendula یهاگونه بتولینیک اسید و بتولین میزان واریانس تجزیه نتایج -4 جدول

 طبیعی و in vitro در

 تغییرات منبع
 متغیر

 وابسته

 سوم نوع

 مربعات مجموع

 درجه

 آزادی

 میانگین

 اختلافات

 خطای

 اختلافات معیار

 سطح

 داریمعنی

 هاگونه
B 082/0 1 082/0 960/0 342/0 

B.A 048/0 1 048/0 475/0 501/0 

 اکسپلنت
B 578/131 3 859/43 346/514 000/0 

B.A 580/32 3 860/10 736/106 000/0 

 اکسپلنت ×گونه 
B 223/0 3 074/0 871/0 476/0 

B.A 157/0 3 052/0 515/0 678/0 

 اشتباه
B 364/1 16 085/0   

B.A 628/1 16 102/0   

 کل
B 259/178 24    

B.A 080/46 24    

B: و بتولين نشانگر B.A :باشدمی بتولينيک اسيد نشانگر. 

 

 بتولينيوک اسويد و بتوولين ميوزان واریانس تجزیه نتای 
 درون شورایط در .litwinowii B و  .pendulaB یهاگونوه
 اسوت. شودهداده نشان 4 جدول در طبيعی محيط و ایشيشه

 و بتوولين ميوزان در هاانودام اثور است مشخصکه  همانطور
 موورد عوامل سایر و بوده دارمعنی شده توليد بتولينيک اسيد
 جودول دررو ازایون ،اندنشده داریمعن اختلاف باعث بررسی

a b 
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 هایانودام بتولينيوک اسويد و بتوولين بوه مربوو  مقادیر ،5
 از فوار  طبيعوی محيط و ایشيشه درون شرایط در مختل 

 است. شده آورده گونه

 

  هورمون حاوی WPM محیط در یافته رشد ماههسه یهاکالوس از شدهحاصل بتولینیک اسید و بتولین میزان میانگین مقایسه -5 جدول

BAP (1-mlg.l1) و D-2,4 (1-mlg.l 0.1) طبیعی پوست بافت طورهمین و 

 درصد اکسپلنت ثانویه متابولیت

B 0105/0 برگ ریزنمونه از حاصل کالوس 

B 019/0 پوست ریزنمونه از حاصل کالوس 

B 01/0 طبيعی برگ 

B 425/5 طبيعی پوست 

B.A 021/0 برگ ریزنمونه از حاصل کالوس 

B.A 052/0 پوست ریزنمونه از حاصل کالوس 

B.A 0007/0 طبيعی برگ 

B.A 715/2 طبيعی پوست 

B :و بتولين نشانگر BA :باشدمی بتولينيک اسيد نشانگر. 

 

 طبيعووی پوسووت در بتولينيووک اسوويد و بتووولين ميووزان
pendula .B، در و درصوود 909/2 و 227/5 ترتيببووه 

litwinowii B. درصووود 519/2 و 649/5 ترتيببوووه 
 pendula .B پوسووت از حاصوول کووالوس در باشوود.می
 حاصل کالوس در و درصد 0525/0 و 0226/0 ترتيببه
 057/0 و 0160/0 ترتيببووه .litwinowii B پوسووت از

 کوالوس خشوک مواده گورم 10 هور در باشود.می درصد
 نشوان را بالاتری مقدار که pendula .B پوست از حاصل
 و بتوولينگورم ميلی 25/5 و 259/2 ترتيببوه است داده

 منحنوووی 3 شوووکل در دارد. وجوووود بتولينيوووک اسووويد
 اسويد و بتوولين اسوتاندارد تزریق از حاصل کروماتوگرام
 کوالوس عصواره و pendula .B طبيعی پوست بتولينيک،
 شوده آورده نمونوهبورای  pendula .B پوسوت از حاصل
 محويط از حاصول کوالوس کروماتوگرام منحنی در است.
 اسويد و بتوولين پيوک شودن ظاهر برعلاوه WPM کشت

 ایون و اسوت شوده ظاهر هم دیگری هایپيک بتولينيک،

هووا کالوس در دیگووری هووایترکيب وجووود دهندهنشووان
  .هستند هاترپن سایر احتمالاً که باشدمی
 

 بحث
 از توليدکننوده مختلو  کشوورهای در بتوولين استخراج

 ایران در درختان این قطع. دشومی انجام بالغ درختان پوست
 گيواهی بافوت کشت کنيکت از استفادهرو ازاین است. ممنوع
 در تکثيور و ثانویوه هایمتابوليت توليد برای مناسب ابزاری
 زموان در انبوه توليد و محيط از مستقل و شده کنترل شرایط
  شوورایط در توووس جوونس هایسوولول کشووت اسووت. کوتوواه

in vitro، و بتوولين ویوژه یترپنوئيودهاتری توليود هدف با 
استفاده از  است. شده آغاز اخير سال چند در اسيد بتولينيک
های در کشووتهای جوانووه و بوورگ جوونس توووس ریزنمونوه
 et alFan ,.؛  et alZaki ,.2011) باشودمعموول میسلولی 

بر روی کالزایی ریزنمونه پوست سواقه تحقيقوات  اما (2010
 است. انجام شدهمحدودی 
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a b c 
  ،بتولینیک( اسید ترکوتاه پیک و بتولین بلندتر )پیک استاندارد تزریق :a از حاصل کروماتوگرام -3 شکل

b: طبیعی پوست B. pendula و c: پوست از حاصل کالوس عصاره B. pendula 

 

 در اسويد بتولينيوک و بتولين توليد اصلی منبع که آنجا از
 توليود منظوربوه پوسوت ریزنمونه از استفاده باشد،می پوست
 نظور بوه منطقوی هاریزنمونوه سایر به نسبت هامتابوليت این
  گونوووه دو پوسوووت ریزنمونوووه از زاییکوووالوس رسووود.می

pendula B. و litwinowii B. درصوود 85 و 81 ترتيببووه 
 گونوه دو ایون برگ زاییکالوس درصد با مقایسه در که بوده
 اسوت. بالاتر توجهیقابل ميزان به درصد 50 و 44 ترتيببه
 پوسوت ریزنمونوه از حاصول یهواکالوس خشک و تر وزن

 باشود.می برگ ریزنمونه از بالاتر داریمعنی طوربه همچنين
 از اسوتفاده بافوت و سولول کشوت بوه مربوو  تحقيقات در

 یتحقيقو در ولوی افتود،می اتفواق بنودرت پوسوت ریزنمونه
 (Carya illinoensis) گووردو پوسووت ریزنمونووه از زاییکوال

 هموؤثر مواده مقودار .(,Haroon 2011) اسوت شده گزارش
 گونوه دو سواقه پوسوت از حاصل یهاکالوس در توليدشده
 ولوی بود طبيعی هاینمونه در آن ميزان از کمتر مطالعه مورد
 بوود. بيشتر آن از حاصل یهاکالوس و برگ نمونه به نسبت
 بيشتری اسيد بتولينيک و بتولين ،برگ از حاصل هایکالوس
 هایکشوت در داشوتند. )بورگ( طبيعوی هایهننمو به نسبت
 بوالاتر بتوولين به نسبت اسيد بتولينيک ميزان ایشيشه درون
 فعاليوت بتولين به نسبت بيشتر حلاليت علت به ماده این .بود

؛ Joshi, & Pai 2014) داشوته بوالاتری بسويار بيولووییکی
2009 .,al et Jäger) تحقيوق ایون نتای  است. پرکاربردتر و 
 اسويد بتولينيک و بتولين ميزان طبيعی رویشگاه در داد نشان

 ترتيببه pendula .B گونه در یمترسانتی یک ساقه پوست
 ایوون .litwinowii B گونووه در و درصوود 909/2 و 227/5
 ایون بور باشود.می درصد 519/2 و 649/5 ترتيببه مقادیر
 ی(مترسانتی )یک کم قطرهای مؤثره ماده توليد ميزان اساس
 دامنوه یوک در ایرانی توس گونه دو هر در طبيعی عرصه در
 he-Qi .شتندندا هم با داریمعنی تفاوت مقادیر و گرفت قرار
 پوست در اسيد بتولينيک و بتولين ميزان (2009) همکاران و

 درصوود 3 و 7/23 ترتيببووه را سووال 30 بووالای درختووان
 در موؤثره ماده دو این ميزان طور مشخصهب. نمودند گزارش
 سون افزایش با و بوده کمتر جوان یهاساقه و پایين قطرهای

 از یابود.می افوزایش هوامتابوليت ایون ميزان درختان قطر و
 و بتوولين توليود ميوزان بور رویشوگاهی شرایط دیگر سوی

 و Holonce کوه طوریبه دارد، بسزایی تأثير اسيد بتولينيک
 پوسوت اسويد بتولينيوک و بتوولين درصد (2012) همکاران
 و 6/12 ترتيببوه خالص رویشگاه در را .pendula B گونه
 درصود 1 و 9/8 ترتيببوه آميختوه تووده در و درصد 2/1

 سوياه رویشوگاه دو هر بودن آميخته احتمالاً .نمودند گزارش
 القواء اسوت. اثرگوذار همؤثر ماده مقدار در سنگده و مرزکوه
 هایریزنمونوه در اسويد بتولينيوک و بتوولين توليد و کالوس
 پژوهشوی .litwinowii B و .pendula B گونه دو در پوست
 پيشونهاد بنوابراین باشود.می آینوده مطالعوات بورای بنيادی
 دو ایون ميوزان افوزایش منظوربوه آینده مطالعات در شودمی
 از و شوود داده افزایشها کالوس سن ارزشمند ترپنوئيدتری
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 افوزایش منظوربوه کارآمود زیستی غير و زیستی هایمحرک
 گردد. استفاده مؤثره ماده دو این
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Abstract 
    Betulin and betulinic acid are from the most important anticancer and anti-HIV metabolites, 

and the birch species (Betula spp.) bark is considered as the primary source of these metabolites. 

Due to the extinction of these tree species in Iran, it is necessary to replace the metabolites 

extraction from the birch bark with modern methods such as cell and tissue culture to produce 

the metabolites. The aim of this study was to determine the effect of explant type on the amount 

of betulin and betulinic acid produced in calli of two birch species B. pendula and B. litwinowii 

under in vitro conditions compared to the amount of metabolites extracted from the tree bark. 

Bark and leaf explants of two mentioned species were cultured in WPM medium containing 1 

mg/L BAP and 0.1 mg/L 2,4-D for callogenesis. The amount of betulin and betulinic acid in 

three-month calli was measured using the HPLC technique and compared with the amount of 

these metabolites in one-centimeter stem bark samples taken from nature. The bark explant was 

more successful in callogenesis, and calli derived from this explant had more active ingredients. 

The amount of betulin and betulinic acid from the extract of bark sample taken from nature was 

respectively obtained to be 5.23 and 2.91 percent for B. pendula, and 5.65 and 2.52 percent for 

B. litwinowii. Moreover, calli derived from the bark explant of B. pendula and B. litwinowii 

contained 0.023 and 0.016 percent of betulin and 0.053 and 0.057 percent of betulinic acid, 

respectively. Generally, the results indicated that the bark explant was more capable of 

callogenesis and secondary metabolite induction than the leaf explant in both birch species 

under in vitro conditions. 
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